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摘要 上 古 紫 质 4 Carchaerhodopsin 4, aR4) 与 细菌 视 紫 质 Cbacteriorhodopsin, bR) 同属 于 盐 杆 
菌 科 ， 同 源 性 5996, 均 为 光驱 质子 泵 。 其 功能 是 在 光照 条 件 下 将 质子 由 胞 内 泵 到 胞 外 形成 跨 
膜 质子 梯度 , 该 梯度 差 被 膜 上 另外 一 种 蛋白 ATP 合成 酶 用 于 ATP. 的 合成 ,从 而 完成 光 能 向 生 
物 能 的 转化 。aR4 和 bR 具有 相似 的 光 循环 过 程 ， 但 质子 传递 时 序 不 同 ，aR4 是 先 从 胞 内 吸 

收 质 子 再 将 质子 释放 到 胞 外 ， 而 bR 恰好 相反 。 甲 硫 氨 酸 -145 是 位 于 bR 视 黄 醛 发 色 团 键 合 

区 的 一 个 重要 残 基 ， 对 其 光 循 环 有 着 重要 的 影响 ， 而 在 aR4 中 处 在 相应 位 置 上 的 茶 丙 氨 酸 

-146 是 其 视 黄 醛 键 合 区 与 bR 唯一 不 相同 的 残 基 。 因 此 通过 定点 突变 ， 采 用 紫外 可 见 吸收 光 
谱 、 动力 学 光谱 、 质子 泵 功能 检测 、 低温 透射 红外 光谱 等 手段 对 比分 析 研 究 M145F 和 F146M 
单 点 突变 对 bR 和 aR4 光 循 环 造成 的 影响 ， 有 助 于 深入 理解 aR4 结构 与 功能 的 关系 。 研 究 结 
果 表 明 ，M145F 突变 造成 了 bR 光 循 环 L 的 丢失 和 质子 泵 功能 的 减弱 ,而 F146M 突变 并 未 对 
aR4 的 光 循 环 造成 显著 影响 ， 且 突变 后 aR4 质子 释放 时 序 没有 反 转 ,表明 该 位 置 上 的 残 基 在 
两 个 体系 中 的 作用 不 尽 相同 。 
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细菌 视 紫 质 Cbacteriorhodopsin, bR) 是 从 盐 杆菌 科 盐 杆菌 属 CHalobacterium 

salinarum) 发 现 的 一 种 视 黄 醛 和 蛋白， 也 是 发 现 最 早 ， 研 究 最 为 透彻 的 一 类 光驱 质 
子 泵 蛋白 。 在 经 过 光 激 发 后 ， 产 生 一 系列 的 中 间 态 产物 ， 并 完成 从 基态 到 Kk、L、 
M、N、0 态 的 转变 最 终 回 到 基态 的 光 循 环 过程 外 。 光 激发 的 结果 是 快速 释放 一 
个 质子 到 胞 外 侧 , 之 后 从 胞 内 侧 再 吸收 质子 中。bR 与 6- 蛋 白 侦 联 受 体 (G-protein 
coupled receptors, GPCRs) 有 着 相似 的 七 - 跨 膜 结构 以 及 功能 形式 ， 并 且 其 结构 和 
功能 都 研究 得 较为 透彻 ， 因 此 常 被 作为 研究 GPCRs 的 天 然 模型 外。 
古 紫 质 4 是 从 我 国 西藏 盐湖 发 现 的 Halobacterium species. xz515 菌株 中 提取 
出 来 的 一 类 类 DR 蛋白 ， 与 bR 同 源 性 为 59% 由 。aR4 受 光 激发 后 进入 与 bR 类 似 
的 光 循 环 ， 产 生 一 系列 的 中 间 态 。 不 同 的 是 在 光 循 环 过 程 中 ， 其 质子 吸收 释放 的 
过 程 与 bR 恰好 相反 。 目 前 aR4 结构 尚未 获得 解析 ， 因 其 与 bR 同样 具有 三 聚 体 
结构 申 ， 将 其 与 bR 进行 对 比 研究 有 助 于 深入 认识 其 结构 与 功能 的 关系 。 

由 于 酰胺 带 的 强度 和 形状 对 蛋白 二 级 结构 和 和 氧 键 网 络 十 分 敏感 , 傅 里 叶 变 换 
红外 光谱 (Fourier transform infrared spectroscopy, FTIR) 技术 得 以 广泛 地 用 于 研 
究 bR 的 结构 、 光 循环 中 间 态 和 构象 动态 变化 ,Braiman 等 人 通过 构建 D85E, D96E 
突变 体 , 对 比 突变 体 和 野生 型 中 间 态 的 红外 差 谱 , 首次 证 实 1761 cm? (+) 的 C=O 
伸缩 振动 出 现 标志 着 D85 在 M 态 的 质子 化 ， 从 而 确定 了 D85 为 席 夫 碱 的 质子 受 
体 ， 同 时 确定 了 1742/1748 cmt (-/+) 为 质子 化 的 D96 的 峰 回 。D96E、D96A R 
变 体 的 红外 光谱 研究 发 现 D96 突变 后 其 N AS 1742 cm 处 的 峰 发 生 位 移 ， 且 在 碱 
性 条 件 下 增强 ， 从 而 证 实 了 D96 在 N 态 时 为 去 质子 化 状态 ， 即 D96 为 席 夫 碱 的 
WRF RU, YS7D 突变 体 的 红外 光谱 和 拉 曼 光谱 研究 推测 ，Y57D 不 存在 席 夫 碱 
的 去 质子 化 ， 质 子 传递 是 通过 和 D212 的 相互 作用 得 以 实现 外。 

甲 硫 氨 酸 -145 (methionine-145, M145) 是 位 于 bR 视 黄 醛 发 色 团 键 合 区 的 
一 个 重要 残 基 ， 对 其 光 循 环 有 着 重要 的 影响 。M145F 突变 与 野生 型 bR 相 比 ， 暗 
适应 态 下 视 黄 醛 顺 反比 例 发 生变 化 外 ， 并 且 影 响 L 态 的 生成 mm。 可 能 的 原因 是 
M145 突变 影响 了 W182 和 视 黄 醛 侧 链 甲 基 之 间 的 相互 作用 ， 从 而 影响 了 视 黄 本 
从 全 反 式 到 13 顺 式 的 转换 外 。 杀 丙 氨 酸 -146 Cphenylalanine-146, F146) 是 aR4 
中 处 于 视 黄 醛 发 色 团 键 合 区 与 M145 相应 位 置 的 残 基 , 也 是 视 黄 醛 发 色 团 键 合 区 


唯一 与 bR 不 相同 的 残 基 。F146 对 aRA 光 循 环 的 影响 以 及 是 否 与 aR4 的 质子 传递 
时 序 相关 目前 尚未 见报 道 。 因 此 ， 本 文通 过 构建 M45F 和 F146M 突变 体 ， 采 用 
傅 里 时 变换 红外 光谱 技术 ， 并 辅 以 其 它 多 种 吸收 光谱 研究 技术 ， 对 M145F 和 
F146M 的 作用 进行 对 比分 析 ， 以 期 对 F146 在 aR4 质子 传输 过 程 中 的 角色 进行 一 


些 初步 探究 。 


1 材料 与 方法 
1.1 材料 
1.1.1 菌株 与 质粒 

实验 所 用 bR 表达 缺陷 型 菌株 Halobacterium species L33 和 aR4 T£ d 
Halobacterium species xz515 均 由 复旦 大 学 丁 建 东 教 授 惠 赠 。 


1. 1.2 酶 和 试剂 


T4 DNA 连接 酶 、Taq DNA 聚合 酶 、Pfu DNA RAME, DNA BEI, RNA 酶 、 限 


制 性 内 切 酶 BamH I fI Hindi, DNA Marker, Protein Marker， 以 上 试剂 均 购 于 
Takara 公司 ; 四 环 素 购 于 上 海 生 物 工程 技术 服务 公司 ; PEG-600 和 新 生 霉 素 购 于 
Sigma 公司 ; 质粒 提取 试剂 盒 和 胶 回 收 试剂 盒 购 于 AxyGen 公司 。 


1) ZEE RAE (PM) 101: NaCl 250 g，MgSO4:7H20 20 g， 柠 檬 酸 钠 3 g, 


KCI2 g, CaCl20.2 g, Oxoid L3710g, pH 7.4 
2) 再 生 液体 培养 基 AL: PM 培养 基 中 加 入 1596585081 50 mM Tris-HCl, pH 7.2 
3) 再 生 半 固体 培养 基 则 是 在 再 生 液 体 培 养 基 中 加 入 0.6% 琼 脂 
4) 再 生 固体 培养 基 是 在 再 生 液体 培养 基 中 加 入 1.2% 的 琼脂 
5) 原生 质 形成 液 : 15% 芒 糖 ，2M NaCl，27 mM KCl，50 mM Tris-HCl, pH 8.8 
1.1.4 缓冲 液 

2mM BER tk Æ hi (Phosphate Buffered Saline, PBS)1 L: NaCl 1.6g, KCI 0.04g, 
Na;?HPO40.288g, KH2PO4 0.048g, 0.025%NaN3, pH7 
1.2 方法 
1.2.1 PCR 引物 设计 


采用 PCR 进行 bop 和 ar4 基因 的 定点 突变 ，PCR 反应 使 用 的 引物 如 下 : 


R1 引物 序列 


Table 1 Primers used for amplification 


gene Primer name Primer sequence (5'-3') 
bop P1 5'-CGGGATCCGACGTGAAGATGGGG-3' 
bop P2 5'-GCCAAGCTTCTAGATCAGTCGCTG -3' 
P3 5'- CACCGCAGCGTTCCTGTACATC -3' 
M145F3-bop 
P4 5’-GATGTACAGGAACGCTGCGGTG-3’ 
PS 5’-CGATGCTGTTCGTGCTGTACTACCTC-3’ 
F146M'?-aR4 
P6 5'-GAGGTAGTACAGCACGAACAGCATCG-3' 


突变 体 的 构建 参考 文献 串 所 述 方 法 进行 。 重 组 表达 载体 命名 为 
pNor-M145F-bop 和 pNor-F146M-ar4 . 
1.2.3 嗜 盐 菌 同 源 转化 和 筛选 

哮 盐 菌 的 转化 方法 参考 文献 中 所 示 方 法 进行 上 9。 
1.2.4 蛋白 的 表达 与 纯化 

蛋白 用 PM 液体 培养 基 培 养 , 纯化 采用 文献 中 提供 的 方法 ,将 获得 的 蛋白 分 
别 命 名 为 RC!-aR4, F146M3-aR4, RC!-bR, M145F43-bR (RC, Recombinant) 。 
和 蛋白 纯化 后 采用 SDS- 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 CSDS-Polyacrylamide gel electrophoresis, 
SDS-PAGE) 测定 分 子 量 大 小 ， 用 Bradford 法 测定 蛋白 质 浓 度 。 
1.2.5 紫外 -可 见 光 扫 谱 

取 适 量 的 蛋白 样品 悬浮 在 pH 7 的 100 mM NaCl，20 mM KCl 的 缓冲 溶液 中 ， 
使 用 紫外 -可 见 光 分 光 光 度 仪 CT6 新 世纪 ) 对 纯化 后 蛋白 进行 紫外 -可 见 光 吸 收 光 
谱 的 测定 。 
1.2.6 闪光 动力 学 光谱 

用 pH 7 的 100 mM NaCl, 20 mM KCl 绥 神 溶液 配置 一 定 浓 度 的 蛋白 溶液 ， 在 
室温 下 ， 采 用 自制 的 动力 学 光谱 仪 也 称 为 内 光 光 谱 仪 测量 样品 的 光 循 环 中 间 态 。 
用 照相 机 闪光 灯 作 为 激发 光源 ， 测 量 光 由 而 铝 灯 提供 ， 垂 直 于 激发 光 。M 态 在 
412nm 处 进行 测量 ，0 态 在 660nm 处 进行 测量 ， 所 有 样品 均 进 行 了 光 适 应 态 转 
化 。 通 过 多 次 采集 及 平均 化 处 理 以 提高 谱 图 的 信 噪 比 。 
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1.2.7 质子 泵 功能 检测 

质子 泵 功能 检测 选用 对 介质 pH 瞬间 微小 变化 较为 敏感 的 染料 pyranine 作 
为 指示 剂 ， 通 过 比较 添加 染料 前 后 蛋白 悬 液 在 456 nm 处 由 于 pH 变化 引起 的 吸 
光度 改变 ， 从 而 判断 蛋白 光 循环 过 程 中 质子 的 释放 和 摄取 顺序 。 
1. 2. 8 低温 透射 红外 光谱 

用 2mM pH7 的 PBS 缓冲 液 配 制 0.5mM 蛋白 溶液 , 取 100uL 样品 滴 加 到 CaF2 
窗 片 上 干燥 形成 直径 10mm 的 斑点 。 用 燕 馏 水 重新 水 合 后 , 将 窗 片 安 置 到 Specac 
K22786 型 号 的 低温 透射 池上 进行 控 温 ，K、L、M、N 四 个 中 间 态 的 温度 分 别 控制 
在 90K、170K、210K、250K。 使 用 Nicolet 8700 红外 谱 仪 ， 以 分 辨 率 4cm-1，1024 
次 扫描 采集 4000-1000cm 范围 内 的 谱 图 ， 获 得 的 谱 图 采用 OMNIC 8.0 软件 进行 
处 理 。 


2 结果 讨论 
2.1 aR4 和 bR 氨基 酸 序列 比 对 

aR4 和 bR 氨基 酸 序 列 比 对 分 析 结 果 如 图 1 所 示 , 两 者 序列 的 同 源 性 为 59%， 
其 中 红色 和 蓝 色 标记 的 残 基 分 别 为 视 黄 醛 结合 口袋 中 相同 和 不 相同 的 残 基 。 


20 49 53 57 
bR 1 QAQITGRPEWIWLALGTALMGLGTLYFLVKGMGVSDPDAKKFYAITTLVPAIAFTMYLSM 60 
aR4 1 DLLGDGRPETLWLGIGTLLMIIGTFYFIAQGWGVTDKEAREYYAITILVPGIASAAYLAM 60 
kkkk kk RR RK :kk:kk: k RK KR Ew kkk kk 。 kk:k 
85/86 89/90 93 115 118 
bR 61  LLGYGLTMVPFG-GEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADQGTILALVGADGIMI 118 
aR4 61  FFGIGVTEVELASGAVLDIYYARYADWLFTTPLLLLDLALLAKVDRVSIGTLIGVDALMI 119 
oak, hak E y, S kk: kkkkkkkkkkkkkkkkkkkk, ,,*: MILL 
122 138 141 145 
bR 119 GTGLVGALTKVYSYRFVWWAISTAAMLYILYVLFFGFTSKAESMRPEVASTFKVLRNVTV 178 
aR4 120 VTGLIGALSKTPLARYTWWLFSTIAFLFVLYYLLTSLRSAAAQRSEEVQSTFNTLTALVA 179 
kk sk kk xA 。 Cae X Wo*..X* Be oe E T 3 kk KKK: Ok 3 
182/185/186/189 212 216 
bR 179 VLWSAYPVVWLIGSEGAGIVPLNIETLLFMVLDVSAKVGFGLILLRSRAIFGEAEAPEPS 238 


aR4 180 VLWTAYPILWIVGTEGAGVVGLGVETLAFMVLDVTAKVGFGFALLRSRAILGETEAPEPS 239 
炎炎 RR RK Ok k kkk kkkkkk:kkkkkk: kkkkkkk RK kkkkkk 


bR 239 AGDGAAATSD 248 P02945 BACR HALSA 
aR4 240 AGT------- 243 Q9HH34 Q9HH34 HALSI 


图 1 bR 和 aR4 基因 和 氨基酸 序 列 比 对 


Figure 1 Amino acid sequence alignments of bR and aR4 


2.2 SDS-PAGE 分 子 量 测定 


纯化 后 的 蛋白 经 SDS-PAGE 检测 的 结果 如 图 2 所 示 ， 


M145FP?-bR ， 


F146M!33-aR4 的 大 小 与 RCB?-bR, RC33-aR4 一 致 ， 均 为 26kDa， 说 明 M145FU?-bR, 


F146M!33-aR4 在 L33 体系 中 成 功 表达 。 


图 2 重组 bR 和 aR4 BAH SAS-PAGE 检测 


Figure 2 SDS-PAGE of the recombinant of bR and aR4 


2.3 紫外 -可 见 吸收 光谱 测定 


——26 


重组 bR 和 aR4 蛋白 的 紫外 -可 见 吸收 光 谱 测 定 结果 如 图 3 TN.» MLASFU?-bR 
突变 体 (560nm ) 与 其 对 应 的 重组 野生 型 蛋白 RCBa-bR (564nm) 相 比 发 生 了 4 nm 
的 蓝 移 ， 而 F146M33-aR4 (547nm) 相对 于 RCHB3-aR4 (544nm) 发 生 了 3 nm 红 
移 。 M1ASFU?-bR 发 生 蓝 移 说 明 视 黄 醛 发 色 团 激发 态 键 级 改变 高 于 基态 键 级 改变 ， 


与 野生 型 相 比 扭曲 相对 增 大 。 而 F146MG3-aR4 则 相反 , 与 野生 型 相 比 视 黄 醛 发 色 
团 的 扭曲 相对 减 小 。RCB3-aR4 和 F146MU?-aRA 在 412nm 处 均 显现 出 了 一 个 类 M 


态 的 吸收 峰 , 表明 aR4 可 能 存在 着 一 定 的 基底 活性 , 而 这 一 基底 活性 的 存在 可 能 


是 导致 其 质子 泵 功能 减弱 的 原因 之 一 ， 值 得 进一步 深入 研究 。 
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图 3 重组 bR 和 aR4 蛋白 的 紫外 -可 见 吸 收 光 谱 


Figure 3 UV-VIS absorption spectra of the recombinant of bR and aR4 


2.4 动力 学 光谱 检测 


所 有 的 样品 均 重 悬 于 pH 7 的 100 mM NaCl, 20 mM KCl 缓冲 溶液 中 ， 在 室温 
下 测定 蛋白 的 光 循 环 中 间 态 ， 如 图 4 所 示 。 


20 133 20 L33 
410nm RC -aR4 410nm F146M ` -aR4 


AmOD 
AmOD 


0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 


M145F -bR 


AmOD 
AmOD 


0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.00 0.01 0.02 003 0.04 0.05 
t(s) t(s) 
(c) (d) 
图 4 重组 bR 和 aR4 蛋白 的 闪光 动力 学 光谱 
Figure 4 Light-induced transient absorption changes of the M, O states and recovery towards the ground state 


at 410nm ,660nm and 570nm, respectively for the recombinant bR and aR4 


(a) RC#3-aR4; (b) F146M'33-aR4; (c) RC?-bR; (d) M145F'33-bR 


可 以 看 出 ，F146M'3-aR4 突变 体 与 RCP?-aRA FALL, MAS 0 态 变化 不 大 ， 
整体 恢复 到 基态 时 间 略 有 缩短 。M145Fls-bR 与 RCPI-bR 相 比 ，M 态 与 OATES 
均 有 所 减弱 ， 同 时 M 态 衰减 时 间 略 有 缩短 。 相 关 时 间 拟 合 数据 如 表 2 所 示 。 


晶体 结构 显示 ，bR A KÆ 
z]j14, M145F33-bR 突变 后 造成 局 部 空 


过 渡 到 | :; 


态 时 ，W182 发 生 了 明显 转向 M145 的 移 
la DL SHARK, FH 了 W182 与 视 黄 醛 甲 基 


之 间 的 相互 作用 ， 使 得 K 态 向 M 态 的 转变 受阻 ， 从 而 造成 了 M 态 ，0 态 的 信号 


减弱 ， 如 图 5 Ata. HAR, 
究 其 原因 可 能 是 aR4 的 视 黄 本 


围 残 基 的 排列 和 动态 构象 影响 不 大 ， 


Ma et al. 2012)。 


F146M!33-aR4 突变 并 未 对 其 M, O 态 造 成 显著 的 影响 ， 
aX 空 腔 大 于 bR AY, 


F146M'?-aRA 突变 对 其 周 


这 与 aR4 是 


个 弱 质 子 泵 是 一 致 的 (Wang, 


表 2 由 多 指数 函数 拟 合 图 4 数据 轨迹 所 得 时 间 常 数 及 百分比 


Table 2. Time constants and amplitudes resulting from multi-exponential fitting to the data traces depicted in the 


Protein 


RC!33-aR4 


F146M533-aR4 


RCL33-bR 


M145F-9-bR 


M-decay 


(ms) 


2.41 
10096 


2.73 
10096 


5.14 
10096 


4.64 
10096 


O-rise (ms) 


0.35 
10096 


0.27 
10096 


1.32 
10096 


1.76 
10096 


Figure 4 


O-decay 


(ms) 


3.39 
10096 


2.88 
10096 


3.22 
10096 


2.37 
10096 


Recovery to G state (ms) 


4st 


2nd 3rd 
2.85 36.60 
17.0% 3.8% 


8.10 1.19 
19.3% 64.6% 


22.14 0.43 
0.6% 59.9% 


6.95 0.31 
30.8% 10.4% 
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Figure 5 Retinal binding pocket of bR (green) and aR4(orange).. 


2.5 质子 泵 功能 检测 

RCU?-aRA 和 RCU?-bR 的 质子 泵 功能 检测 结果 如 图 6 所 示 。 xe 3 是 根据 图 6 的 
数据 轨迹 采用 指数 函数 拟 合 得 到 的 质子 泵 恢复 时 间 。 结 合 图 6 和 表 3 可 以 看 出 ， 
RC33-aR4 和 RCO?-bR 的 质子 传递 顺序 相反 ,RC3-bR 是 先 释放 后 吸收 ,而 RCB3-aR4 
是 先 吸收 后 释放 ， 且 信号 强度 明显 较 弱 ,质子 吸收 释放 的 整体 时 间 也 较 短 ， 这 与 
二 者 质子 传递 能 力 的 差异 是 一 致 的 。F146Mt33-aR4 和 M145FE?-bR 与 其 对 应 的 重 
组 野生 型 蛋白 比较 质子 传递 顺序 均 没 有 发 生 改 变 , 但 在 质子 泵 恢复 时 间 上 有 一 定 
变化 。F146M'33-aR4 的 质子 和 泵 恢复 时 间 2.09 ms， 与 RC33-aR4 相 比 略 有 延长 ， 信 
号 强度 没有 发 生 太 大 变化 。M145F9B3-bR 的 质子 泵 恢复 时 间 2.17 ms， 与 RCB3-bR 
相 比 明显 缩短 , 并且 信和 号 强度 明显 减弱 ，M145F 突变 后 对 质子 传递 速率 和 质子 吸 
收 释放 的 难 易 程 度 影响 较 大 ， 而 F146M 突变 的 影响 较 小 ， 表 明 M145 在 bR 质子 
传递 中 所 起 的 作用 要 大 于 F146 在 aR4 中 的 作用 。 
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图 6 重组 bR 和 aR4 的 质子 泵 功能 检测 
Figure 6 Proton pumping curves of recombinant bR and aR4 
(a) RC?-aR4; (b) F146M3-aR4; (c) RC??-bR; (d) M145F'33-bR 
表 3 由 指数 函数 拟 合 图 6 数据 轨迹 所 得 时 间 常 数 


Table 3. Time constants resulting from exponential fitting to the data traces depicted in the Figure 6 


Protein RCL33-aR4 F146M533-aR4 RCL33-bR M145F-9-bR 


Recovery time (ms) 1.38 2.09 5.93 2.17 


2.5 低温 透射 红外 光谱 

进而 采用 低温 透射 红外 光谱 技术 对 重组 蛋白 的 光 循环 中 间 态 进行 了 对 比 研 
究 ， 如 图 7-8 所 示 。1255，1216，1202 及 1169cm^ 的 峰 位 可 归属 为 全 反 式 视 黄 
醛 发 色 团 的 c-c 的 伸缩 振动 9, 而 1194cm-! 位 置 的 峰 则 可 归属 为 13- 顺 视 黄 醛 混 
合 伸缩 振动 hn6, 在 M, N 态 时 由 于 席 夫 碱 的 去 质子 化 使 得 该 峰 位 移 到 了 1186cm* 
处 。K 态 时 1514 (+) /1529 CO 这 一 对 峰 归 属 为 视 黄 醛 多 烯 链 的 C=C 伸缩 振动 71。 
1741 (-) /1735 (+) 归属 为 D115 羧基 的 伸缩 振动 ， 与 D96 Z [HR] BAe Moe). M 
态 时 ， 席 夫 碱 去 质子 化 将 质子 传递 给 D85， 出 现 1760cm-! 位 置 D85 质子 化 的 正 
峰 09， 该 质子 化 状态 一 直 保 持 到 了 NN 态 。 另 外 ，N A 1742cm? 处 负 峰 增强 ， 表 
明 质 子 从 D96 转移 到 席 夫 碱 ， 席 夫 碱 重新 质子 化 过 程 回 。 可 以 看 出 ，M145F9B3-bR 


Ej RCB3-bR 相 比 发 生 较 大 变化 。L 态 位 于 1762cm^ 处 的 振动 峰 出 现 ， 标 志 着 DBS 
的 质子 化 , 即 M 态 的 产生 , 表明 M145F 突变 造成 了 bR SEMA KOM 态 的 直接 
过 渡 。 己 有 文献 报道 ，bR 中 的 W182 与 视 黄 醛 侧 链 C13 相连 的 甲 基 存 在 相互 作 
用 ， 从 K 态 到 上 态 转 变 过 程 中 ，W182 向 M145 移动 ，L93 侧 链 发 生 旋转 ， 从 而 
导致 13- 顺 式 视 黄 醛 的 扭曲 程度 减弱 [9， 而 M145F 突变 则 可 能 造成 了 W182 向 
M145 移动 受阻 ,L93 侧 链 无 法 发 生 旋转 。 同 为 质子 泵 的 aR2 和 cR3(Ccruxrhodopsin3， 
cR3) 晶体 结构 揭示 ， 处 于 与 M145 相同 位 置 的 F150 或 L149 均 造 成 了 视 黄 醛 C13 
甲 基 的 运动 受 限 ，K 到 上 的 转换 受阻 ，aR2 FELT LARA, Mi cR3 导致 L 误 
WIR, BAA RMA BP, CATA, FY DASE M145F 突变 增 大 了 局 部 的 空间 位 
BEL, 使 得 L 态 的 生成 受到 影响 以 及 衰减 时 间 变 快 ， 从 而 导致 了 K->L>M 态 的 转变 
ZENS KOM 态 的 直接 过 渡 ， 而 这 一 现象 与 在 RCO-aRA 中 观察 到 的 一 致 。 

RCH3s-aR4 中 间 态 的 红外 光谱 与 RC33-bR 相 比 , 视 黄 醛 CHC 的 伸缩 振动 峰 强 度 
明显 减弱 ， 差 谱 显 示 视 黄 醛 两 种 状态 的 C=C 振动 差异 较 小 。 此 外 ，RC'3-aR4 5 
M145F43-bR 一 致 ， 在 上 态 已 观察 到 D86 的 质子 化 〈1765cm-:+ 处 的 正 峰 出 现 ) 。 

F146M?-aR4 与 RCB3-aR4 相 比 ， 天 冬 氨 酸 残 基 的 质子 化 状态 基本 没有 变化 。 
D86 和 D97 在 L 态 均 处 于 质子 化 状态 (1766cm™ (+) ，1742cm1 (2 ) ， 表 明 
F146M'3-aR4 突变 体 对 中 间 态 质子 化 过 程 以 及 中 间 态 转换 没有 产生 太 大 影响 。 
F146M'?-aRA4 突变 体 的 视 黄 醛 烯 烃 链 的 CHC 伸缩 振动 峰 型 与 RC33-bR 相近 ,强度 
也 相似 , 而 RCS3-aR4 和 M145F33-bR 的 中 间 态 差 谱 中 C=C 伸缩 振动 产生 的 峰 强度 
相对 较 弱 。 这 可 能 是 因为 甲 硫 氨 酸 突变 成 茶 丙 和 氨 酸 后 空间 位 阻 变 大 , 而 茶 丙 氨 酸 
突变 成 甲 硫 氮 酸 后 空间 位 阻 变 小 , 所 以 RCO?-aRA 和 M145FU?-bR 由 于 空间 位 阻 相 
似 ， 对 视 黄 醛 的 C=C 伸缩 振动 影响 不 大 ， 差 谱 未 见 显 著 变 化 。 而 F146M'33-aR4 
和 RC33-bR 则 刚好 相反 ， 空 间 位 阻 对 CHC 伸缩 振动 产生 了 明显 的 影响 。 
F146M?-aR4 突变 体 对 中 间 态 的 转变 没有 造成 显著 的 影响 ， 与 RC!33-aR4 一 致 ， 
但 是 对 视 黄 醛 C=C 的 伸缩 振动 有 一 定 的 影响 ， 表 明 虽 然 F146 突变 造成 空间 位 阻 
变 小 ， 空 间 结 构 变 得 较为 柔性 ，C=C 的 振动 更 为 灵活 ， 但 是 没有 阻碍 与 突变 位 点 
相关 残 基 以 及 视 黄 醛 的 原本 的 整体 运动 轨迹 。 
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7 RC?-aRA 和 M145F'3-bR 蛋白 的 中 间 态 低温 透射 红外 光谱 


Figure 7 Low temperature transmission infrared spectra of photo-intermediate states of RC'33-aR4 and 
M145F'33-bR. The spectra record the intermediate states of RC?-aR4(blue) and M145F*?-bR(red).(a) The spectra of K state.(b) The 


spectra of L state.(c) The spectra of M state.(d) The spectra of N state. 
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图 8 RC -bR 和 F146M” -aR4 蛋白 的 中 间 态 低温 透射 红外 光谱 
Figure 8 Low temperature transmission infrared spectra of photo-intermediate states of RC'33-bR and 
F146M'33-aR4. The spectra record the intermediate states of RC??-bR(blue) and F146M'?-aR4(red).(a) The spectra of K state.(b) The 


spectra of L state.(c) The spectra of M state.(d) The spectra of N state. 


3 结论 

本 文采 用 多 种 光谱 技术 对 比 研 究 了 M1ASFU?-bR 和 F146M33-aR4 对 二 个 质子 
泵 蛋白 光 循 环 的 影响 。 紫 外 光谱 和 动力 学 光谱 研究 表明 ,两 个 突变 对 视 黄 醛 的 紫 
外 吸收 影响 结果 恰好 相反 ,前 者 发 生 蓝 移 ， 后 者 发 生 红 移 ， 表 明 视 黄 醛 侧 链 的 扭 
曲 程度 是 和 突变 残 基 侧 链 大 小 是 一 致 的 。 相 对 于 野生 型 bR 而 言 ，M145Flsa-bR R 
变 导 致 M 态 和 0 态 在 一 定 程度 上 变 弱 ， 且 质子 泵 功能 减弱 。 但 F146M'3-aR4 R 
变 则 没有 造成 类 似 的 改变 。 

光 循 环 中 间 态 红外 差 谱 结 果 进 一 步 表 明 ，M145F'33-bR 和 F146MU?-aRA 都 受 
到 空间 位 阻 变 化 的 影响 ， 两 个 突变 体 的 视 黄 醛 烯 烃 链 的 C=C 伸缩 振动 与 野生 型 
相 比 都 发 生变 化 ，M145F'33-bR 的 视 黄 醛 C=C 伸缩 振动 的 峰 变 弱 更 趋向 于 
RC3-aR4, Tfj FI46M'33-aR4 FUSCE e S C=C 伸缩 振动 变 强 , 说 明 前 者 差 谱 前 
后 两 个 状态 的 视 黄 醛 烯 烃 链 CHC 振动 差异 更 小 ， 而 后 者 空间 结构 更 为 琉 松 ，C=C 
振动 差异 更 大 ， 振 动 更 为 灵活 。Met145 突变 造成 了 bR 光 循 环 由 KOM 态 的 直接 
过 渡 ， 而 FLAM 突变 并 未 造成 aRA 质子 传输 时 序 的 反 转 ，M145F 和 F146M 突变 
对 两 个 蛋白 光 循 环 造成 的 影响 不 尽 相同 。 
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Effect of Mutation of M145F / F146M on the 
Photocycle of Photoreceptors 
Bacteriorhodopsin and Archaerhodopsin 4 


Abstract Both archaerhodopsin 4 (aR4) and bacteriorhodopsin (bR) belong to the 
Halobacterium family, share 5996 homology and function as proton pumps to transfer protons 
from the cytoplasmic side to the extracellular side to convert light energy to chemical energy 
through ATP synthesis. Although aR4 has a similar photocycle as bR, it has an opposite temporal 
order of proton uptake and release at neutral pH. Methionine-145 (M145), one of the key 
residues locating within the retinal binding pocket in bR, has significant influence on the bR 
photocycle. Phenylalanine-146 (F146) is the corresponding residue within the retinal binding 
pocket in aR4, and is the only different binding residue between the two proteins. In this study, 
effects of M145F and F146M mutations on the photocycle of bR and aR4 were studied by UV-VIS 
spectroscopy, light-induced kinetic change spectroscopy, proton pumping analysis and low 
temperature transmission FTIR spectroscopy. Loss of L state and decrease of the proton pumping 
capability in M145F mutation were observed in the bR photocycle, whereas neither a significant 
affect to the photocycle nor any a change to proton release and uptake order by F146M mutation 
were observed in aR4, which clear indicated that the function roles of the two residues are not 
exactly the same in the two proton pumps. 

Key words  Archaerhodopsin 4 M145F/F146M single point mutation Intermediate state and 


photocycle Proton pump Low temperature transmission FTIR spectroscopy 


